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Tissue engineering using living cells is emerging as an alternative to tissue or organ 
transplantation. The purpose of the present study was to fabricate cell sheets of a 
thickness sufficient for transplantation and shortening of the fabrication periods. 
Human alveolar bone periosteal cells (HABPCs) were seeded at a density of 3.6 × 104 
cells/ml on to the 24 wells of temperature-responsive cell culture dishes at 1, 7, and 11 
days. Fourteen days after the first seeding, the HABPC sheets were harvested from 15 
of the temperature-responsive culture dishes and stacked one over the other to 
fabricate HABPC multilayered sheets. The HABPC multilayered sheets were cultured 
for 1, 3, or 5 days and examined by histological and immunohistochemical analyses. 
Alkaline phosphatase staining and immunohistochemical staining for anti human type 
I collagen, osteopontin, osteocalcin, and runt-related transcription factor 2 showed that 
HABPC differentiation occurring from the outer layers of the HABPC multilayered 
sheets. The results suggested an increase in bone new bone formation from 3 to 5 days. 
Mineralized-like tissues were observed in the HABPC multilayered sheets with von 
Kossa staining at three days. In this study, we were able to shorten the fabrication 
period of the HABPC multilayered sheets by using a higher cell density for the initial 
cell seeding into the temperature-responsive cell culture dishes. In addition, we have 
reported method for the preparation of HABPC multilayered sheets of sufficient 
thickness for transplantation. 
 












と 7, 11日後に同じウェル上に 3.6 × 104 cells/ml の濃度で播種した。初回の播種より 14
日後, 他のウェルから回収した 15 枚の細胞シートを一箇所の細胞シート上に積層し, 
HABPC 積層細胞シートを作製した。HABPC 積層細胞シートを 1, 3, 5日培養し, 組織学
的, 免疫組織化学的に観察した。alkaline phosphatase 染色およびⅠ型コラーゲン, オステ
オポンチン, オステオカルシン, runt-related transcription factor 2 による免疫染色より, 
経時的にシート表層から HABPCs の分化が促進されたと考えられ, 3日目から 5日目にか
けて骨形成能が上昇したことが示唆された。von Kossa 染色では 3 日目より石灰化様組織
の形成が認められた。本研究において, 温度応答性培養器材を使用し, 初期細胞播種濃度を
増やすことにより, 作製期間の短縮化が可能となった。さらに, 移植片として単独で使用で
きる十分な厚みを持った HABPC 積層細胞シートの作製方法が示唆された。 
 



















(guided tissue regeneration : GTR 法) 1)や
エナメル基質タンパク (enamel matrix 





















protein-2 : BMP-2) 4)は, 骨形成促進を目的
として整形外科や歯科の分野で研究されて
いる。また, 多血小板血漿 5)は, 形質転換増
殖因子 -β (transforming growth factor-





















分野では心筋 12)や食道および胃粘膜 13), 角
膜 14)の再生に応用され, 再生医療における
新たなアプローチとして研究が進められて
いる。歯科の分野では, 歯根膜細胞 15), 骨




































員会承認(承認番号 : 第 178 番)のもと, イ
ンフォームドコンセントを得た上で, 歯周
外科処置時に部分層弁にて剥離を行い, 歯
槽骨上にある骨膜組織を 5 × 5 mm2 程度
採取した。採取した骨膜組織を細分化した




Essential Medium(GIBCO, USA)に 10 % 
ウシ胎児血清(FCS : Whitter Bioproducts, 
USA), 0.25 mM L-ascorbic acid 
2-phosphate(WAKO, 大阪 )および 100 
units/ml penicillin(GIBCO, USA), 100μ





来細胞 (human alveolar bone periosteal 
cells : HABPCs)の初代培養細胞とした。
HABPCs がコンフルエントに達した後 , 
細胞濃度を 1.8 × 104 cells/ml に調整し, 
37℃, 5 % CO2 の環境にて継代培養を行っ
た。本研究では, 細胞シート作製に必要な
細胞を得るため, 初代培養細胞より 1 週間




2. HABPC 積層細胞シートの作製 
HABPC 積層細胞シートの作製のため, 
継代 3 代目の HABPCs を 3.6 ×  104 
cells/ml の濃度で, 24 穴マルチウェルの温
度応答性培養器材(UpCell® : Cell Seed, 東
京)へ播種し, 37℃, 5 % CO2 の環境でα
-MEM 培地にて培養した。7 日後, コンフ
ルエントに達した HABPCs 上に継代 4 代
目の HABPCs を同じ細胞濃度で播種し, 




室温 22℃にて 15分間静置した後, HABPC 
積層細胞シート作製のため, 支持体である






した。合計 15 個の HABPC 積層細胞シー




培養した  HABPC 積層細胞シートは , 





および 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 %のア
ルコールにて順次脱パラフィンを行い, ヘ
マトキシリン（WAKO, 大阪）・ エオシン
（WAKO, 大阪）染色 (HE 染色 )および 
ALP 染色キット（WAKO, 大阪）による 
alkaline phosphatase(ALP) 染色を行った。
von Kossa 染色は紫外線下で 5 %硝酸銀水
溶液（WAKO, 大阪）に 1時間反応させ, 水
洗した後に 5 %チオ硫酸ナトリウム水溶液






作製し, 脱パラフィン後に 10 % 正常ヤギ









図 1  作製 HABPC 積層細胞シート 
a : サイズ計測。 
b : ピンセットによる把持。 
 









(1/200 : 株式会社エル・エス・エル, 東京), 
抗ヒトオステオカルシン(OC)ラビット抗
体(1/25 : Biomedical Technologies Inc, 
USA), 抗ヒトオステオポンチン(OPN)ラ
ビット抗体 (1/1500 : SANTA CRUZ 
BIOTECNOLOGY, USA), 抗 ヒ ト 
runt-related transcription factor 2 
(Runx2)ラビット抗体 (1/50 : SANTA 
CRUZ BIOTECNOLOGY, USA)を用い, 
4℃で一晩反応させた。二次抗体と発色に
は Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 









本研究では, 1, 3, 5日培養した各グルー
プの HE 染色像において, 5箇所の 800μ
m × 1200μm の範囲を任意に選択し(n 





像解析ソフト  ImageJ (Ver. 1.46 : U.S. 







(Ver. 1.1 : IBM SPSS, USA)を用いて, 分散
分析後, Tukey 法による多重比較検定を行




1. 作製 HABPC 積層細胞シート 
 UpCell® 上で培養した  HABPCs は , 
Cell Shifter にてシート状に剥離すること
が可能であった。細胞シートを 16枚積層さ






後の状態で, 直径が 5～6mm , 厚さは 1.5














間にて p < 0.05, その他のグループ間比較




ALP 染色では 1 日培養したグループに
おいて既に陽性反応が認められており(図
3- a, b), 3日および5日培養したグループに
おいてもそれぞれ陽性反応が観察された




von Kossa 染色では 1日培養したグルー
プにおいて全ての試料で陽性反応は認めら
れなかった(図 4- a, b)。3日および 5日培養
したグループにおいて , 全ての  HABPC 
積層細胞シートの表層にて僅かな箇所に石
灰化様組織の形成が認められた(図 4- c, d, e, 





Col-Ⅰ 陽性所見は, 1 日培養したグルー
プでは, HABPC 積層細胞シートの表層に
若干の陽性反応を認めた(図 5- a)。3日およ
び 5 日培養したグループでは, HABPC 積
層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増
加を認め(図 5- b), 5日培養したグループに
おいては表層に著明な陽性反応を認めた
(図 5- c)。 
OPN 陽性所見は, 1日培養したグループ
では, HABPC 積層細胞シートの表層に若








図 2  HE 染色像 
a : 1日培養グループ。細胞シート間の接着が不完全であり, いたるところに空隙が認められ
た。 
b : 図 a 実線範囲拡大像。 
c : 3日培養グループ。図 a と比較し, 細胞シート間の空隙は狭小化した。 
d : 図 c 実線範囲拡大像。 
e : 5日培養グループ。培養皿に接していない面において細胞シート間の空隙はさらに狭小
化した。 






図 3  ALP 染色像 
a : 1日培養グループ。培養皿に接していない面において多くの陽性反応が認められた。 
b : 図 a 実線範囲拡大像。 
c : 3日培養グループ。培養皿に接していない面において多くの陽性反応が認められた。ま
た, 図 a と比較し, 培養皿に接していた面においても陽性反応が増加した。 
d : 図 c 実線範囲拡大像。 
e : 5日培養グループ。図 a, c と比較し, 陽性反応は減少した。 







図 4  von Kossa 染色像 
a : 1日培養グループ。陽性反応は認められなかった。 
b : 図 a実線範囲拡大像。 
c : 3日培養グループ。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 
d : 図 c 実線範囲拡大像。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 
e : 5日培養グループ。石灰化様組織の形成が認められた(矢頭)。 







図 5  Col-Ⅰ 免疫染色像 
a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に若干の陽性反応を認めた(矢印)。 
b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増加を認めた(矢
印)。 
c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 
 
図 6  OPN免疫染色像 
a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に若干の陽性反応を認めた(矢印)。 
b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 




図 7  OC免疫染色像 
a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に僅かな陽性反応を認めた(矢印)。 
b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 
c : 5日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層から内部へ陽性反応の増加を認めた(矢
印)。 
 
図 8  Runx2免疫染色像 
a : 1日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に僅かな陽性反応を認めた(矢印)。 
b : 3日培養グループ。HABPC 積層細胞シート表層に著明な陽性反応を認めた(矢印)。 









(図 7- c)。 
Runx2 陽性所見は, 1 日培養したグルー
プでは, HABPC 積層細胞シートの表層に
僅かな陽性反応を認めた(図 8- a)。3日およ
び 5 日培養したグループでは, HABPC 積
層細胞シート表層に著明な陽性反応を認め
た(図 8- b, c)。 
なお, Col-Ⅰ, OPN, OC, Runx2 のいずれ
の免疫染色像においても全てのグループ間
で明らかな有意差が認められた(p < 0.01)。
OPN および Runx2 においては, 3日培養
したグループが最も陽性反応が多く, Col-













































Col-Ⅰ, ALP, OPN, OC などの特異的な遺
伝子を発現する。骨芽細胞の分化の初期よ














































基質タンパクである 31, 32)。OC は成熟骨芽
細胞に特異的に認められる非コラーゲン性
タンパク質であり, Runx2 や Activating 
transcription factor-4 によりその発現が
調節される 33, 34)。本研究では OPN, OCと









減少し, OCは 1日目から 5日目へと陽性反
応率は有意に増加していた。この結果は , 
骨芽細胞分化マーカーの発現様式と一致し






































結果は, UpCell® を用い, 16 枚の細胞シー
トを積層させることにより, 平面培養では
得ることのできない 3 次元的な培養環境が













































織学的 , 免疫組織化学的検索により , 
HABPC 積層細胞シートは, 経時的にシー
ト表層より HABPCs の分化が促進された
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